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第3節Mycobacterium bovis Bacille de Calmette et Gu6rin
 M，tuberculosis感染症である肺結核は、もっとも早くワクチンが開発された感染症
でもある（29）。1g世紀の終わりころ、 Lobert Kochにより肺結核の原因菌がM．





 そのようななか、パスツール研究所のAlbert CalmetteとCamille Gu6rinによって肺





































































































































































































3 一1 ． Mycobacteriu〃1．sp．012971株からの染色体DNAの抽出
 Mycobacterium sp．012971株からAusubclら（1987）の方法に従い、染色体DNAの
抽出を行った。1％小川培地上に生育したMycobacterium sp．0！2971株のコロニーを白























トにSolution 1（50mM glucose、25mM Tris－HCI［pH8．0］、10mM EDTA［pH8．0］）を
100pa1加え、ボルテックスを用いて完全に懸濁した。そこへ、 solutio丑H－a（2％sDs）



















 Ag85A、 BおよびC遺伝子を増幅するため、 Mycobacteriu〃1 sp．012971株より抽出
した染色体DNAを鋳型として用い、 PCR反応を行った。また、ブリIL－6遺伝子の増
幅については2－3で抽出したプラスミドを鋳型として用いた。反応溶液には、GS－rTaq
DNA polymeraseを05μ1、10×PCR buffer（0．1M Tris－HCI［pH8．3］、0．5M KCI、15mM






















現ベクターpcDNA3．1（＋）（lnvitrogen、 USA）、pcDNA3．1（＋）伽yc－His A（lnvitrogen、 USA）、
pCI－ileo Mammaliafl Expression Vector（Promega、 USA）を用いた。それぞれの遺伝子
断片を消化した制限酵素および10×bufferを用い、1μgのベクターDNAを100μ1の反
応系で37℃、一晩インキュベートして、完全に消化した。その後、精製したベクタ








































polymeraseを0．3μ1、10×PCR bufferを！．5μ1、2mM dNTP mixを1．5μ1、および10μMに
調製した各プライマーを0．3μ1ずつPCRチューブに入れ、蒸留水で15μ1までメスア







 各発現プラスミドのインサート配列を確認するため、BigDye Terminator v3．1 Cycle
Sequencing Kit（Applied bio systems、 USA）を用いてシークエンス解析を行った。2－10
で得られたプラスミドDNA 300ngを鋳型として用い、 BigDye Terminator Ready
Reaction Mixを1μ1、5XBigDye Sequencing Bufferを3．5μ1および3．2pmol加1になるよ
う希釈したフォワードプライマーまたはリバースプライマーを1μ1を加えた後、蒸留
水で20pa 1となるようにメスアップした。 PCR反応はTable 4の条件で行い、プライマ
ーはTable 3に示した。続いて、 PCR産物を15mlチューブに分注し、125mM EDTA
を5μ1、99％エタノールを60μ1加え、室温で15分放置してから、15，000rpm、4℃で
20分間遠心分離した。得られたDNAペレットは75％エタノールで洗浄してから、完
全に乾燥させた。精製後、3130Genetic Analyzer（ApPlied Biosystems、 USA）を用い
てシークエンス解析を行った。
3－12構築した発現プラスミドのin vitroタンパク合成
 構築した発現プラスミドのタンパク質発現能を碓i認するため、TNT Quick coupled
transcription／translation systems（Promega、 USA）を用いて、 in・vitroでのタンパク合成
を行った。0．6mlチューブに05μ9の各プラスミドを分注し、1mM Methionine（キッ














































































































1－1 ． Mycobacterium sp．
 第1節1と同様の菌株を用いた。
1－2．Mycobacterium bovis Bacille de Calmette et Gu6rin標準株






































 RNA・later中で保存しておいたヒラメ腎臓から全RNAを抽出した。 RNA iso（タカ
ラバイオ、滋賀）をlml分注した2．Omlのマイクロチューブに、採取した腎臓を入れ
















































分注した後、96穴プレートをシールして、7300Real Time PCR System（Applied
Biosystems、 USA）にセットし、50℃：2分、95℃110分の変性の後、95℃115秒、
60℃：1分からなるpCRを40サイクル行い、95℃：15秒、60℃130秒、95℃115
秒からなるDissociation stageを加えた。また、データ解析は7300 system so負ware version
1．3．1（ApPlied Biosystems、 USA）を用いて行った。
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Table 1 Primers used for PCR amplification
Mycobacterium sp． and IL－6 gene ofYellowtail
of Ag85 complex gene of











































































































































Table 5 Groups of vaccination for Amberjack









    Ag85A and IL－6
    Ag85B and IL－6
    Ag85C and IL－6
Ag85A， Ag85B， Ag85C and IL－6
 Ag85A， Ag85B and Ag85C
        IL－6
   pCImeo blank vector










Table 6 Groups of vaccination for Yellowtail







Ag85A， Ag85B， Ag85C and IL－6
Ag85A， Ag85B， Ag85C and IL－6
  pcDNA3．1（’） blank vector
  pcDNA3．1（’） blank vector
         PBS








Table 7 Groups of Vaccination using Japanese Flounder




4 Ag85A， Ag85B， Ag85Cmix12
5 FKC 12
6 BCG 12
7 pCI－neo blank vector 12
8 PBS 12
39
Table 8 Primers used for reakime PCR
Primer name Sequence
IL－1 B real｛ime short－F
IL－1 B real｛ime short－R
 IL－6 reallime short－F
 IL6 real｛ime shortR
TNF or real｛ime short 一F
TNF a real｛ime short－R
 Mx reaMime short－F











































































































































































ち、CC chemokine receptor 3（853倍）、 Unknown（5．10倍）、 Equistatin precursor（3．74
倍）、MHC class Ilessociated invariant chain（3．11倍）、 MHC class II beta（3．10倍）お



















        10 20 30 40 50 60
ATGGAGCTTGTTGACAGGTTTCGTGGCGCCGTGACGGGTACGTCGCGCCGACTCATGGTG
M E L V D R F R G A V T G T S R R L M V
        70 80 90 100 110 120
GGAGCCGTTGGCGCGGCCCTGCTATCGGGTCTGGTCGGCTTCGTCGGCGGCTCGGCGACC
G A V G A A L L S G L V G F V G G S A T
       130 140 150 160 170 180
GCGAGTGCGTTTTCGCGGCCGGGCCTGCCGGTGGAATACCTGCAGGTGCCCTCGGTGGCG
A S A F S R P G L P V E Y L Q V P S V A
       190 200 210 220 230 240
ATGGGCCGCAACATCAAGGTCCAGTTCCAAAGCGGTGGCGCCAACTCTCCGGCGCTGTAC
M G R N 1 K V Q F Q S G G A N S P A L Y
       250 260 270 280 290 300
CTGCTGGACGGCATGCGTGCGCAGGACGACTTCAGCGGTTGGGACATCAACACCCCCGCG
L L D G M R A Q D D F S G W D 1 N T P A
       310 320 330 340 350 360
TTCGAGTGGTACTACCAGTCGGGCATCTCGGTCGCCATGCCGGTCGGTGGCCAGTCCAGC
F E W Y Y Q S G 1 S V A M P V G G Q S S
       370 380 390 400 410 420
TTCTACTCGGATTGGTACAACCCGGCTTGCGGTAAGGCTGGCTGCACCACTTACAAGTGG
       430 440 450 460 470 480
GAGACCTTCCTGACCAGCGAGCTGCCGCAGTACCTGTCGGCCAACAACGGTGTCAAGCCC
       490 500 510 520 530 540
ACCGGCAGCGGCGTGGTTGGTCTGTCGATGGCGGGTTCG丁CGGCCC丁GATCCTGGCGGCC
T G S G V V G L S M A G S S A L 1 L A A
550 560 570 580590 600
48
TACCACCCCGACCAGTTCGTGTACTCCGGCTCGCTGTCGGCACTGCTGGACCCGTCGCAG
       610 620 630 640 650 660
GGCATGGGCCCGTCGCTGATCGGCCTGGCCATGGGTGACGCGGGCGGCTACAAGGCTTCC
G M G P S L 1 G L A M G D A G G Y K A S
       670 680 690 700 710 720
GACATGTGGGGCCCGAAGGACGACCCGGCCTGGGCGCGTAACGACCCGATGCTTCAGGTC
D M W G P K D D P A W A R N D P M L Q V
       730 740 750 760 770 780
GGCAAGCTGGTTGCCAACAACACCCGGATCTGGATGTACTGCGGTAGCGGCAAGCCGTCT
G K L V A N N T R 1 W M Y C G S G K P S
       790 800 810 820 830 840
GACCTGGGTGGCGACAACCTGCCCGCGAAGTTCCTGGAGGGCTTCGTCCGGACCAGCAAC
       850 860 870 880 890 900
ATGAAGTTCCAGGCCGCGTACAACGCTGCCGGTGGCCACAACGCCGTGTGGAACTTCGAC
M K F Q A A Y N A A G G H N A V W N F D
       910 920 930 940 950 960
GACAACGGCACGCACAGCTGGGAGTACTGGGGTGCGCAGCTCAACGCTATGAAGCTTGAC
       970 980 990 1000 1010 1020
CTGCAGCACACGC丁GGGTGCGACACCCAACACCGGTGACACCCAGGGCGCCTAG
L Q H T L G A T P N T G D T Q G A ＊
Figure 1 Nucleotide sequence ofMycobacterium sp． strain 012971 Antigen 85A
and predicted amino acid sequence．
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        10 20 30 40 50 60
TTTCGCGTCCGGGCTTGCCCGTCGAGTACCTGCAGGTGCCATCCGCGGCGATGGGGCGCA
                                                  M G R S
        70 80 90 100 110 120
GCATCAAGGTCCAGTTCCAAAGCGGCGGGGACAACTCGCCTGCGGTCTACCTGCTCGATG
I K V Q F Q S G G D N S P A V Y L L D G
      130 140 150 160 170 180
GCCTGCGCGCCCAAGACGACTACAACGGCTGGGACATCAACACCCCGGCGTTCGAGTGGT
L R A Q D D Y N G W D 1 N T P A F E W Y
       190 200 210 220 230 240
ACTACCAGTCAGGCCTGTCCGTCATCATGCCGGTAGGCGGCCAGTCCAGCTTCTATGCGA
Y Q S G L S V 1 M P V G G Q S S F Y A N
      250 260 270 280 290 300
ACTGGTACCAGCCCGCCTGCGGTAAGTCCGGCTGCTCGACCTACAAGTGGGAGACGTTCC
      310 320 330 340 350 360
TAACCAGCGAACTCCCCGAATGGCTGTCGGCCAATCGCAGCGTCAAGCCCACCGGTAGCG
       370 380 390 400 410 42e
CCGCGATCGGCATCTCGATGTCCGGCTCTTCGGCGATGATCTTGGCGGTGTACCACCCCC
A 1 G 1 S M S G S S A M 1 L A V Y H P Q
       430 440 450 460 470 480
AGCAGTTCGTGTACGCCGGTTCGCTGTCGGCGCTGCTGGATCCGTCCCAAGGGATGGGAC
       490 500 510 520 530 540
CGTCCTTGATCGGCTTGGCAATGGGTGACGCCGGAGGCTACAAGGCCGGCGACATGTGGG
S L 1 G L A M G D A G G Y K A G D M W G
550 560 570 580590 600
or O
GGCCGTCCAGCGATCCCGCCTGGCAGCGCAACGACCCGACGATCCAGATCCCTGCCTTGG
P S S D P A W Q R N D P T 1 Q 1 P A L V
      610 620 630 640 650 660
TCTCCAACAACACCCGCCTGTGGGTTCACTGCGGCAACGGCACCCCCTCCGAACTGGGCG
S N N T R L W V H C G N G T P S E L G G
      670 680 690 700 710 720
GCGCGAACCTGCCCGCCGAGTTCCTGGAGAACTTCGTGCGCAGCAGCAACCTGAAGTTCC
A N L P A E F L E N F V R S S N L K F Q
      730 740 750 760 770 780
AGGACGCCTACAACGCGGCCGGTGGCCACAACGCGGTGTTCAACTTCAACGACAACGGAA
      790 800 810 820 830 840
CGCACAGCTGGGAGTACTGGGGCGCACAGCTCAACGCTATGAAGGGCGACTTGCAGGCCA
H S W E Y W G A Q L N A M K G D L Q A S
       850 860
GCCTCGGCGCCGCCTGA
L G A A ＊
Figure 2 Nucleotide sequence ofMycobacterium sp． strain 012971 Antigen 85B
and predicted amino acid sequence．
or l
        10 20 30 40 50 60
ATGGAGTTCGTTGAGAAGTTGCGTGGCGCAGCGGCCGGCGCTCCGCGCCGGCTGACCATC
M E F V E K L R G A A A G A P R R L T 1
        70 80 90 100 110 120
GCGGCCATAGGGGCTGCCCTGTTGTCCGGACTTGTTGGGGCCGCGGGTGGCGCGGCGACC
A A 1 G A A L L S G L V G A A G G A A T
       130 140 150 160 170 18e
GCCGGGGCATTTTCCAGGCCGGGTCTGCCGGTGGAATACCTGCAGATTCCGTCGGCTGCG
A G A F S R P G L P V E Y L Q 1 P S A A
       190 200 210 220 230 240
ATGGGCCGCGACATCAAGGTTCAGTTCCAGGGCGGTGGAGCGCACTCGGTCTACCTGCTC
M G R D 1 K V Q F Q G G G A H S V Y L L
       250 260 270 280 290 300
GATGGGCTACGGGCGCAGGACGACTACAACGGTTGGGACATCAACACTCCCGCCTTCGAG
D G L R A Q D D Y N G W D 1 N T P A F E
       310 320 330 340 350 360
GAGTACTACAACTCCGGGTTGTCGGTGGTGATGCCCGTCGGCGGCCAGTCCAGTTTCTAC
E Y Y N S G L S V V M P V G G Q S S F Y
       370 380 390 400 410 420
AGCGACTGGTACCAGCCCTCTCAGGGCAACGGTCAGGGCTACACCTACAAGTGGGAGACC
SDWYQPSQGNGQGY丁YKWET      430 440 450 460 470 480
TTCCTGACCCGGGAGATGCCCGCCTGGTTGCAGGCCAACAAGGGCGTCTCGCCAACCGGC
FLTREMPAWLQANKGVSP－T G
      490 500 510 520 530 540
AATGCGGCGGTGGGCCT丁TCGATGTCGGGCGGTTCGGCGCTTGTTCTGGCTGCCTACTAC
N A A V G L S M S G G S A L V L A A Y Y
550 560 570 580590 600
or 2
CCCCAGCAGTTCCCCTACGCCGCGTCCTTGTCGGGATTCCTGAACCCCTCCGAGGGCTGG
P Q Q F P Y A A S L S G F L N P S E G W
       610 620 630 640 650 660
TGGCCGACGCTGATCGGTCTGGCGATGAACGACTCGGGCGGCTACAACGCCAACAGCATG
W P T L 1 G L A M N D S G G Y N A N S M
       670 680 690 700 710 720
TGGGGCCCGTCCACTGACCCGGCCTGGAAGCGCAATGACCCGATGGTCCAGATTCCGCGC
W G P S T D P A W K R N D P M V Q 1 P R
       730 740 750 760 770 780
TTGGTCGCCAACAACACCCGCATCTGGGTCTACTGCGGCAATGGCACCCCCAGCGACCTC
       790 800 810 820 830 840
GGTGGCGACAACATGCCGGCGAAGTTCCTGGAAGGCCTGACACTGCGCACCAACCAGACC
G G D N M P A K F L E G L T L R T N Q T
       850 860 870 880 890 900
TTCCGGGACACCTACCTGGCCTCGGGTGGGCGCAACGGGGTGTTCAACTTCCCGGCCAAT
      910 920 930 940 950 960
GGCACTCACTCGTGGCCCTACTGGAACCAGCAGCTGGTTGCCATGAAGGGCGACATCCTC
G T H S W P Y W N Q Q L V A M K G D 1 L
      970 980 990 1000 1010 1020
AAGGTGCTCAACGGGCCTGCCGTCCCGGCGGCTCCGGCTGCCCCGGAGGCTCCCGCCGCC
K V L N G P A V P A A P A A P E A P A A
      1030 1040 1050
CCGGTCGCTCCGGCCGCCTGA
P V A P A A ＊
Figure 3 Nucleotide sequence ofMycobacterium sp． strain 012971 Antigefl 85C
and predicted amino acid sequence．
                                53
        10 20 30 40 50 60
ATGCCCTCTACACACAATGCCTGCTTGGTCTCTGCAATGATGCTGGCAGCTCTGCTGCTG
        70 80 90 100 110 120
TGCGGTCTCGGAGC丁CCAGTTGAAATTGAGCCCACCAACAGTCCGTCAGGTGACACCTCA
C G L G A P V E 1 E P T N S P S G D T S
       130 140 150 160 170 180
GGTGAGGAGGATGGGATGCCCACTGCCCCCCTGAGTGGCTCCCAGGTTTGGGACTTGATC
       190 200 210 220 230 240
ATTAATCAACTCGAAAGTCTCATCAAGGAGGTAGGTGAAGAAGATGGATTCCAAGTAACA
       250 260 270 280 290 300
GAATCTTCTCTGGTCAAATATAAAATCTCCTCACTTCCTGCAAAGTGCCCTAGCTCAAAC
E S S L V K Y K 1 S S L P A K C P S S N
       310 320 330 340 350 360
AAGGAAACTTGTCTCCGCTGGGTGGCTGAAGGCCTTGAAACTTACATGGTTCTTTTAAAG
       370 380 390 400 410 420
CATGTGGAGAAGGAG丁ACCCCAACAG丁TCAAGCCTCTCAGAAGTTGGAAACAACAGCCAG
       430 440 450 460 470 480
GGCCTGATCAGCCAGATCAAAGGAGAGATGGGGAAACCTGGCAAGGTCAAAGTGCTGACC
G L 1 S Q 1 K G E M G K P G K V K V L T
       490 500 510 520 530 540
AGCCTCCAGGAGGAGCAGCTGCTGCAGCACGTAAACAACCCTGATGCTTTCCACAGAAGG
S L Q E E Q L L Q H V N N P D A F H R R
550 560 570 580 590 600
54
ATGACCACACTCAGCATCCTGCAGCAACTCCGTCAATTCCTTTGTGATAACAGACGAAAA
       610 620 630 640 650 660
ATTCGTCAAGTAATGATGCCTAAATATTACAAACAGGGCACTACTAAAACTCAGTTGTGA
lRQVMMPKYYKQGTTKTQL＊
Figure 4 Nucleotide sequence of lnterleukin－6 gene ofJapanese flounder








Figure 5 Detection of proteins derived frem each expression plasmid by
electro－blotting． Arrows indicate putative proteins produced by each plasmid．
lane l ： marker， lane2： pcDNAmychis－Ag85A， lane3： pcDNA－Ag85A， lane4：
pcDNA－Ag85B， lane5： pcDNA－Ag85C， lane6： pcDNA－IL－6， lane7： pCI－IL－6，
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Figure 6 Cumulative mortality curve for ambeij ack （Seriola dumerili） following
challenge wnh live Mycobacterium sp． strain 012971． Challenge dose include：
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Figure 7 Cumulative mortality curve for Yellowtail （Seriola quinqueradiata）
fbllowing challenge with liveルlycobacteriu〃1 sp． strain 012971． Challenge dose
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Figure 8 CumUlative Mortality curve for DNA・vacc血ated Ambe加ck（Seriola
4伽εアili）challenge with live Mycobacterium sp． strain O l 29714weeks
post－vaccination． Vaccination groups include：Mix DNA vaccine＋正，一6
（diamond）， Ag85A＋IL－6（square）， Ag85B＋IL－6（triallgle）， Ag85C＋皿、一6
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Figure 9 Cumulative Mortality curve for DNA－vaccinated Yellowtail （Seriola
quinqueradiata） challenge wnh high－dose （60pg） of live Mycobacterium sp．
strain 012971 4 weeks post－vaccination． Vaccination groups include： Mix DNA
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            Day
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19 22 25 28
Figure 10 Cumulative Mortality curve for DNA－vaccinated Yellowtail （Seriola
quinqueradiata） challenge with low－dose （30pg） of live Mycobacterium sp．
strain 012971 4 weeks post－vaccination． Vaccination groups include： Mix DNA








































Figure 12 Changes血1レ6 mRNA accumulation on 1，3and 7 days a丘er





















Figure 13 Changes in TNF a mRNA accumulation on 1， 3 and 7 days after
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Figure 14 Changes in Mx mRNA accumulation on 1， 3 and 7 days after






















Figure 15 Changes in IL－1 B mRNA accumulation by PPD stimulation 4 weeks


























Figure 16 Changes in IL－6 mRNA accumulation by PPD stimulation 4 weeks
























Figure 17 Changes血TNF a mRNA accumulation by PPD stimUlation 4 weeks
after vaccination． ＊， T－test at P〈O．05 level of significance were done per
sampl血g point
68
Table 10 Genes upiegulated by PPD stimulation 4 weeks after BCG・
vaccmatlon．


























CC chemokine receptor 3
Unknown
Equistatin precursor
MHC class II£ssociated invariant chain
MHC class II beta
DNA polyrnerase alpha subunit IV （primase）aike protein
Unknown
Glycil tRNA ligase
Immunoglobulin light chain precursor
Unknown
Unknown
MHC class 1 antigen
Similar to Brefeldin Aanhibited guanine nucleotide－exchange
protein 2 （Brefeldin Aanhibited GEP 2）
G protein pathway suppresor 1
Unknown
Unknown
Interferon regulatory factor 4
Proteasome activator subunit 1
Hypothetical protein
Unknown









































































































＊； DDBJ／EMBLfGenBank accession number
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Table ll Genes
   り           vaCCInatlon．
upi gulated by PPD stimulation 4 weeks after FKC
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